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APRESENTAÇÃO 
Esta Tese de Doutorado está organizada da seguinte forma: 
Introdução, Objetivos, Artigos científicos publicados, submetidos e em 
preparação para submissão, Resultados preliminares, Discussão, 
Conclusões e Referências Bibliográficas. 
A Introdução contém o embasamento teórico para a realização 
dessa Tese. Os 
Materiais e métodos, os Resultados, assim como as Referências 
Bibliográficas específicas, encontram-se no corpo de cada trabalho, os 
quais estão apresentados na forma de Artigos Científicos em quatro 
capítulos. O quinto capítulo descreve resultados preliminares e que serão 
complementados posteriormente. 
A seção Discussão contém uma interpretação geral dos 
resultados obtidos nos 
diferentes trabalhos. 
A seção Conclusões descreve as conclusões gerais da Tese. 
A seção Referências Bibliográficas apresenta as referências 
citadas na Tese. 
Todos os capítulos foram desenvolvidos no laboratório de 
Neuroquímica 4, sob coordenação da Profa. Dra Carla I. Tasca. Os 
capítulos 1-2 foram em parte desenvolvidos na Universidade Autônoma 
de Madri sob coordenação da Profa. Dra Manuela García López. O 
capítulo 5 foi em parte  desenvolvido no laboratório do professor Dr. 
Antônio Galina da UFRJ e no laboratório  de Bioenergética e Estresse 
Oxidativo da UFSC sob coordenação da Profa. Dra Alexandra Latini da 
UFSC. 
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RESUMO 
 
A guanosina (GUO) é um modulador endógeno da 
excitotoxicidade glutamatérgica e promove neuroproteção em modelos 
de neurotocixidade in vivo e in vitro. A guanosina promove 
neuroproteção frente à privação de glicose e oxigênio (PGO) através da 
modulação da atividade do canal de potássio do tipo BK (canal de K
+
 de 
larga condutância ativado por Ca
2+
), ativação da via da PI3K e aumento 
da captação de glutamato. Neste trabalho demonstramos que a GUO (1 
mM) protege culturas de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) 
da morte neuronal decorrente da superprodução de espécies reativas de 
oxigênio induzidas pela co-administração de rotenona e oligomicina A, 
através da ativação da via de sinalização celular proteína cinase 
dependente de fosfatidilinositol (PI3K)/proteína cinase B (Akt), inibição  
da  enzima  glicogênio  sintase  cinase  (GSK-3β)PI3K/GSK-3β e 
indução da enzima antioxidante heme oxygenase-1. Estes efeitos foram 
mediados pelo BK, e pelos receptores de adenosina do subtipo A1R e 
A2AR. Em fatias de hipocampo submetidas a um modelo de isquemia in 
vitro (PGO), o tratamento com GUO (100 μM) previne o aumento da 
produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), a despolarização da 
membrana mitocondrial, inibiu a ativação do fator de transcrição NF-B 
e reduziu os níveis da iNOS induzidos pela PGO. A presença do inibidor 
da proteína cinase ativada por mitógenos (MAPK) /proteína cinase 
regulada por sinal extracelular (ERK) e do antagonista de A1R 
reverteram os efeitos neuroprotetores promovidos pelo tratamento com 
GUO. A GUO estimula a captação de glutamato através da ativação da 
via MAPK/ERK, mas não envolve ativação de A1R. A GUO também 
reduz a liberação de glutamato e protege as fatias de hipocampo através 
da modulação do transporte reverso de glutamato. Adicionalmente, a 
PGO induz uma diminuição na atividade da glutamina sintetase e o 
tratamento com GUO reverte parcialmente este efeito. No entanto, a 
GUO não apresenta efeito sobre a redução da atividade dos complexos 
da cadeia respiratória e não previne a inibição da fosforilação oxidativa 
induzida pela PGO nas fatias de hipocampo de ratos.  Avaliando-se o 
papel da GUO sobre as células astrocitárias corticais observamos que a 
GUO (10 µM) protege contra a PGO através da estimulação da atividade 
dos transportadores de glutamato e diminuição da produção de EROs. 
Os efeitos da GUO sobre a modulação dos transportadores astrocitários 
de glutamato envolvem a ativação da via MAPK/ERK. Desta forma, a 
GUO um nucleosídeo endógeno e não tóxico pode conter a 
neuroinflamação e excitotoxicidade induzida pelo dano oxidativo 
mitocondrial e pela isquemia apresentando um importante papel 
neuroprotetor.  
 
Palavras chaves: guanosina, neuroproteção, sistema glutamatérgico, 
sistema purinérgico, canais de potássio, isquemia, dano oxidativo 
mitocondrial. 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Guanosine (GUO) is an endogenous modulator of glutamatergic 
excitotoxicity and promotes neuroprotection in in vitro and in vivo 
models of neurotoxicity. Guanosine promotes neuroprotection against 
oxygen and glucose deprivation (OGD) by increasing glutamate uptake 
trough modulation of BK potassium channels (Ca2 +-activated large-
conductance K+ channels) and phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) 
pathway. In the present study, GUO (1 mM) protected human 
neuroblastoma cell cultures (SH-SY5Y) from neuronal death due 
overproduction of reactive oxygen species (ROS) induced by co-
administration of rotenone and oligomycin-A, by activating the 
PI3K/protein kinase B (Akt) cell signaling pathway, glycogen synthase 
kinase-3 beta (GSK3β) and induction of the antioxidant enzyme heme 
oxygenase-1. These effects on SH-SY5Y were mediate via BK channels 
and the adenosine receptors A1R and A2AR. In hippocampal slices 
subjected to an ischemic in vitro model (OGD), GUO (100 μM) 
treatment  prevented the excessive ROS production, mitochondrial 
membrane depolarization, inhibited the activation of the nuclear 
transcription factor NF- B and reduced inducible Nitric oxide synthase 
(iNOS) levels induced by OGD. The mitogen-activated protein kinase 
(MAPK)/extracellular-signal regulated kinase (ERK) kinase (MEK) 
inhibitor, PD98059 and the A1R antagonist, DPCPX, abolished GUO-
induced neuroprotective effects. GUO stimulated glutamate uptake 
through activation of MAPK/ERK pathway, but did not involve 
activation of A1R. GUO also counteracted the glutamate release induced 
by OGD in hippocampal slices through modulation of the reverse 
activity of glutamate transporters. Additionally, OGD induced a 
decrease in glutamine synthetase activity and GUO treatment partially 
reversed this effect. However, GUO has not able to prevent the 
reduction of respiratory chain complexes activity and inhibition of 
oxidative phosphorylation induced OGD in rat hippocampal slices. The 
evaluation of GUO role on cortical astrocytic cells showed that GUO 
(10 μM) protects against OGD by stimulating the activity of glutamate 
transporters and decreasing ROS production. GUO effects on 
modulation of astrocytic glutamate transporters involved MAPK/ERK 
activation. In conclusion, GUO afford neuroprotection against ischemic 
and oxidative damage through the modulation of glutamatergic and 
purinergic systems, activation of BK potassium channels and involving 
the activation of PI3K and MAPK/ERK signaling pathways. Therefore, 
GUO is an endogenous and non-toxic nucleoside that may counteract 
neuroinflammation and excitotoxicity, presenting a potential 
neuroprotective role.   
 
Key words: guanosine, neuroprotection, glutamategic system, 
purinergica system, potassium channel, ischemia, mitochondrial 
oxidative damage. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Transmissão Glutamatérgica 
O aminoácido glutamato é o principal neurotransmissor 
excitatório no Sistema Nervoso Central (SNC) de mamíferos, 
desempenhando importante papel na manutenção da atividade nervosa 
central e em fenômenos plásticos vinculados à aprendizagem e à 
memória (MELDRUM, 2000). Os neurônios glutamatérgicos são 
distribuídos através de todo o SNC sendo encontrado em maiores 
quantidades no córtex cerebral e região límbica. As sinapses 
glutamatérgicas compreendem cerca de 40% de todas as sinapses 
encontradas no cérebro (FAIRMAN & AMARA, 1999). 
Além de sua fundamental importância como neurotransmissor, 
o glutamato apresenta múltiplos papéis no cérebro de mamíferos 
podendo ser precursor para a síntese do neurotransmissor ácido γ–
amoninobutírico (GABA), servindo no metabolismo intermediário como 
substrato energético, fazendo parte da composição de diferentes 
derivados de aminoácidos como, por exemplo, proteínas e do peptídeo 
antioxidante glutationa. 
No SNC o glutamato pode ser sintetizado de novo a partir da 
glicose, que entra no cérebro através de uma família de transportadores 
de glicose (GLUT) que estão presentes nas células do endotélio, 
astrócitos, neurônios e possivelmente, em outras células do encéfalo 
(QUTUB & HUNT, 2005). A glicose é primeiramente captada no 
cérebro pelos astrócitos onde pode ser convertida em glicogênio por 
meio de ação da enzima glicogênio sintetase (LOMAKO et al., 1993) ou 
a piruvato via glicólise. Parte do piruvato é convertido em lactato pela 
lactato desidrogenase (LDH) e outra parte entra no ciclo do ácido 
tricarboxilico onde é convertida a α-cetoglutarato que por sua vez recebe 
um grupamento amino de outro aminoácido através de uma reação de 
transaminação originando o glutamato. O glutamato também pode ser 
sintetizado a partir da glutamina através do ciclo glutamato-glutamina, o 
qual transfere glutamina dos astrócitos para os neurônios, e é um passo 
fundamental para a síntese de glutamato pelos neurônios.  
A internalização do glutamato em vesículas sinápticas ocorre 
através de transportadores vesiculares de glutamato que são expressos 
tanto em neurônios como em astrócitos (OZKAN & UEDA, 1998; 
BEZZI et al., 2004). Em resposta a altas concentrações de íons cálcio 
(Ca2+), tipicamente resultantes de potenciais de ação, as vesículas se 
fundem com a membrana plasmática, liberando o glutamato para a fenda 
sináptica, mecanismo conhecido como exocitose. O glutamato presente 
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na fenda sináptica interage com receptores presentes nas membranas pré 
e pós-sinápticas bem como com receptores presentes nas células gliais 
(Fig. 1). Os receptores glutamatérgicos são divididos em duas 
categorias: ionotrópicos (iGluR) que são canais iônicos dependentes da 
ativação por ligantes específicos e metabotrópicos (mGluR) que tem sua 
atividade acoplada a uma proteína-G.  
Os iGluR são canais iônicos multiméricos e a união de 
agonistas a esses receptores leva a alteração conformacional do canal, o 
que aumenta a probabilidade de abertura do mesmo e acarreta em 
influxo de íons. Distintas famílias de mGluR têm sido identificadas 
farmacologicamente por suas afinidades com agonistas sintéticos. São 
eles: alfa-amino-3-hidróxi-metilisoxazole-propionato (AMPA), Cainato 
(KA) e N-metil-D-aspartato (NMDA)(MADDEN, 2002).  Os receptores 
AMPA são distribuídos igualmente pelo SNC sendo ricamente 
expressos no hipocampo. Este receptor permite a entrada de íons sódio 
(Na+), porém quando a subunidade GluR2 está ausente na sua 
conformação este se torna permeável a íons Ca2+. O receptor KA é 
encontrado no hipocampo, córtex, estriado, cerebelo, amígdala, 
hipotálamo, medula espinhal e na retina. Os receptores KA diferenciam-
se dos receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética 
de desativação mais lenta (HUETTNER, 2003). O receptor NMDA é 
encontrado em todo o cérebro, sendo localizado principalmente no 
cérebro anterior e na região CA1 do hipocampo. O potencial de repouso 
deste receptor é mantido por um íon Mg+2. Quando ocorre 
despolarização da membrana há passagem de íons através deste 
receptor. A ativação de receptores NMDA permite o influxo de grandes 
quantidades de Ca2+ extracelular para o interior da célula (OZAWA et 
al., 1998). 
Existem 8 tipos de mGluR acoplados a proteína-G e são 
nomeados de mGluR1 ao 8. Eles foram identificados e classificados em 
3 grupos (I, II e III), baseados na homologia da sequência de 
aminoácidos, vias de transdução de sinais e seletividade farmacológica 
(KENNY & MARKOU, 2004). O grupo I (mGluR1 e mGluR5) está 
predominantemente localizado pós-sinapticamente onde se acopla à 
proteína G para ativar a fosfolipase C (PLC), que catalisa a produção de 
inositol-(1,4,5)-trifosfato e por meio disso dispara a liberação de íons 
Ca2+dos estoques intracelulares. O grupo II de receptores 
metabotrópicos de glutamato (mGluR2 e mGluR3) é encontrado tanto 
pré como pós-sinapticamente e são acoplados à proteína Gi/o 
modulando a atividade da adenilato ciclase. Por último, o grupo III de 
receptores mGlu (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8) está 
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predominantemente localizado pré-sinapticamente onde atua como 
autorreceptor, e também está acoplado às proteínas-G modulando a 
atividade da adenilato ciclase (KIM et al., 2008). 
1.2. Os transportadores de glutamato 
Os níveis de glutamato na fenda sináptica são cuidadosamente 
regulados a fim de preservar a integridade da transmissão sináptica 
excitatória (ROTHSTEIN et al., 1993). Esta regulação ocorre através da 
interação entre a liberação de glutamato e a retirada desse 
neurotransmissor da fenda sináptica (KANAI & HEDIGER, 2003). O 
glutamato é ativamente removido da fenda sináptica e transportado para 
o citoplasma contra o seu gradiente de concentração através de 
transportadores de aminoácidos excitatórios (EAAT) dependentes de 
sódio de alta afinidade ao glutamato que estão presentes em células 
neuronais e astrocitárias (Fig.1) (DANBOLT, 2001).  
Foram identificados e clonados 5 subtipos de transportadores de 
glutamato dependentes de Na+  estes possuem diferentes distribuições 
regionais e celulares através do cérebro além de possuírem 
características moleculares e farmacológicas distintas (BEART & 
O'SHEA, 2007). O transportador glial, GLAST (em humanos 
denominados EAAT1) é encontrado na glia de Bergmann da camada 
molecular do cerebelo, nas células de Muller da retina em menor 
quantidade em regiões como o hipocampo. Já o transportador glial, 
GLT-1 (em humanos denominados EAAT2) principalmente encontrado 
no córtex e hipocampo e em memores quantidades no cerebelo 
(HUANG & BERGLES, 2004).  
O transportador neuronal de glutamato mais amplamente 
distribuído no cérebro é o carreador de aminoácidos excitatórios 1 
(EAAC1 - homólogo humano, EAAT3). O EAAC1 encontrado em 
regiões perisinápticas de sinapses excitatórias. A presença do 
transportador EAAC1 na região CA1 do hipocampo pode contribuir 
com o tamponamento de glutamato na fenda sináptica bem como regular 
a ativação de receptores NMDA nas sinapses ativas circundantes 
(SCIMEMI et al., 2009). Entretanto, o EAAC1 contribui em menor 
quantidade para a retirada do glutamato da fenda sináptica do que o 
transportador GLT-1(NIEOULLON et al., 2006). Os outros subtipos de 
transportadores de glutamato incluem EAAT4, localizado em células de  
Purkinje  e o  EAAT5, localizado em neurônios retinianos (DANBOLT, 
2001). 
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1.3. Papel dos astrócitos na transmissão glutamatérgica 
As células astrocitárias são as maiores responsáveis pelo 
retirada do glutamato da fenda sináptica (KANAI & HEDIGER, 2003). 
A retirada do glutamato da fenda sináptica pelos transportadores 
dependentes de Na+ ocorre da seguinte forma: uma molécula de 
glutamato liga-se a face externa do transportador juntamente como dois 
íons Na+ e um próton. Este evento desencadeia uma alteração 
conformacional do transportador permitindo que o glutamato, os íons 
Na+ e o próton sejam liberados no citoplasma da célula em contrapartida 
ocorre a saída de um íon K+. Este mecanismo depende da atividade da 
Na+/K+ATPase, o que despende um grande consumo de ATP 
(CAMACHO & MASSIEU, 2006). Recentemente foi demonstrado que 
ocorre comparmentalização entre o transportador GLT-1, a 
Na+/K+ATPase, enzimas da via glicolítica e a mitocôndria que são as 
principais fontes energéticas para a funcionalidade do mecanismo de 
captação de glutamato (GENDA et al., 2011). Então, a manutenção dos 
níveis de ATP é essencial para o controle da transmissão glutamatérgica 
uma vez que a captação de glutamato requer grande demanda 
energética. 
Uma vez presente no citoplasma das células astrocitárias, o 
glutamato reage com amônia e forma glutamina através da atividade da 
enzima glutamina sintetase, uma enzima presente somente em células 
gliais. Os astrócitos liberam a glutamina para o espaço extracelular, essa 
por sua vez é captada pelos neurônios onde é novamente convertida a 
glutamato por ação da glutaminase ativada por fosfato fechando assim o 
ciclo glutamato-glutamina (SCHOUSBOE & WAAGEPETERSEN, 
2005). 
A atividade dos transportadores de glutamato pode ser regulada 
através do controle de expressão, disponibilidade na superfície celular e 
por fosforilação       (ANDERSON & SWANSON, 2000). A modulação 
de vias de sinalização intracelular por fatores tróficos ou moléculas 
neuroprotetoras podem alterara disponibilidade e a atividade dos 
transportadores de glutamato (GUILLET et al., 2005; MOLZ et al., 
2011; NIEOULLON et al., 2006). Além disso, os transportadores de 
glutamato são vulneráveis ao aumento das espécies reativas de oxigênio 
no interior da célula devido a presença de sítios de cisteína regulados 
pelo estado redox, assim um aumento na produção de espécies reativas 
de Oxigênio (EROs) no interior celular pode resultar em uma 
diminuição na captação de glutamato (TROTTI et al., 
1996;TAMAHARA et al., 2002).  
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Figura 1. Representação esquemática de uma sinapse 
glutamatérgica: O glutamato liberado na fenda sináptica interage com 
seus receptores de membrana (AMPA, KA, NMDA e mGluR). A 
retirada do glutamato da fenda sináptica ocorre através da atividade de 
seus transportadores de membrana localizados nos astrócitos (GLT-1, 
GLAST) e nos neurônios (EAAC1 e EAAT4). Os trocadores de 
aminoácido (Xc-) presentes nas células astrocitárias contribuem para a 
reciclagem do glutamato. Nos astrócitos, o glutamato (Glu) pode ser 
convertido em glutamina (Gln) pela glutamina sintetase, que é exportada 
para o espaço extracelular para ser captada pelos neurônios a onde a Gln 
é novamente convertida em Glu.  O Glu então é armazenado nas 
vesículas sinápticas através da atividade dos transportadores vesiculares 
de glutamato (vGLUT) para  então ser sinapticamente libertado de uma 
forma dependente da voltagem através da interações vesiculares com 
proteínas do complexo SNARE (adaptado de (NICIU et al., 2012). 
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Os astrócitos também podem controlar a excitabilidade dos 
neurônios glutamatérgicos através da liberação de glutamato para o  
espaço extracelular por exocitose dependente de Ca2+ (PARPURA et al., 
1994). Estas células também utilizam de outros mecanismos para liberar 
glutamato para o espaço extracelular estes envolvem: a reversão dos 
transportadores de glutamato; o trocador cisteína/glutamato; canais 
iônicos regulados por alterações no volume celular (VRACS); 
receptores purinérgicos do subtipo P2X7; hemicanais (PARPURA et al., 
2010). 
1.4. Excitotoxicidade glutamatérgica e Isquemia cerebral 
O termo excitotoxicidade foi criado para definir a morte 
neuronal causada pela administração exógena de altas concentrações 
de glutamato ou compostos com ação agonística nos receptores 
glutamatérgicos (OLNEY, 1990). Assim, demonstrou-se que além de 
seu importante papel na transmissão fisiológica, o neurotransmissor 
excitatório glutamato apresenta um papel crucial no dano neural em 
condições patológicas. Este efeito neurotóxico é resultado do 
aumento da concentração de glutamato durante a transmissão 
sináptica (MELDRUM, 2000). A estimulação excessiva dos 
receptores  glutamatérgicos pode ter inúmeros efeitos prejudiciais, 
como o influxo maçivo de Ca+2, liberação de óxido nítrico (NO), 
ativação de proteases e aumento da produção de espécies reativas de 
nitrogênio e oxigênio (WANG & QIN, 2010).  
Os receptores ionotrópicos do subtipo NMDA estão 
diretamente envolvidos com a excitotoxicidade glutamatérgica 
(CHOI et al., 1988). A hiperestimulação de receptores NMDA 
permite a entrada de grandes concentrações de íons Ca+2 no interior 
das células o que pode ativar cascatas de sinalização relacionadas 
com processos patológicos.  Essas cascatas incluem a ativação de 
enzimas catabólicas como fosfolipases, endonucleases ou proteases 
como a caspase e calpaína (MATTSON, 2003). 
A mitocôndria contribui para a sobrevivência celular, pois possui 
a capacidade de sequestrar grandes quantidades de Ca2+ contribuindo 
para o tamponamento intracelular deste íon. No entanto, o acumulo 
anormal de Ca2+ no interior da mitocôndria pode resultar em 
disfunção mitocondrial uma vez que o Ca2+ é sequestrado dentro da 
matriz mitocondrial através de um gradiente eletroquímico de 
prótons gerado pela cadeia transportadora de elétrons resultando em 
despolarização e consequente perda do potencial de membrana 
mitocondrial (ATLANTE et al., 2001). Além disso, o influxo de Ca2+ 
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na mitocôndria pode resultar em acidose metabólica, inibição da 
fosforilação oxidativa, formação de poros de permeabilidade 
transitória, colapso bioenergético e excessiva produção de EROs 
(PIVOVAROVA & ANDREWS, 2010). 
O evento de excitoxidade está associado a diferentes patologias 
do SNC em doenças neurodegenerativas como nas enfermidades de 
Parkinson (BOLL et al., 2011) e Alzheimer (CASSANO et al., 2012) e 
também em doenças neuropsiquiátricas como a depressão(SANACORA 
et al., 2008), além de ser um evento chave em eventos agudos como na 
isquemia cerebral (TYMIANSKI, 2011). 
Acidentes vasculares cerebrais (AVC) são a segunda maior 
causa de morte e principal causa de incapacidade na população mundial. 
Segundo dados do Ministério da Saúde, a taxa de mortalidade para 
doenças cerebrovasculares foi de 51,8 óbitos por 100 mil habitantes em 
2009. Desde a década de 70 as doenças cerebrovasculares são 
consideradas a primeira causa de morte no Brasil. Dos casos de AVC 
85% são isquêmicos e 15% hemorrágicos. A isquemia cerebral consiste 
na interrupção do fluxo sanguíneo cerebral que resulta em uma grande 
degeneração das células neurais e conseqüente perda das funções 
cerebrais (MATTSON et al., 2000). Regiões como o hipocampo e o 
córtex cerebral são particularmente sensíveis à isquemia (YUE et al., 
1997). A privação de energia decorrente da disfunção mitocondrial que 
acompanha eventos isquêmicos resulta em alterações no gradiente 
iônico de membrana visto que a sua manutenção depende da atividade 
de bombas iônicas como a Na+/K+-ATPase que por sua vez são 
responsáveis por grande parte do consumo de energia no cérebro 
(DOYLE et al., 2008). A perda do gradiente iônico resulta em 
despolarização da membrana celular ativando assim uma variedade de 
canais sensíveis a voltagem e receptores iônicos. A despolarização da 
membrana juntamente com o prejuízo metabólico e a perda da 
homeostasia iônica tem como consequência uma maciça liberação de 
neurotransmissores excitatórios como o glutamato podendo ativar a 
cascata de morte excitotóxica (CAMACHO & MASSIEU, 2006) 
Dentre os múltiplos processos deletérios que ocorrem durante a 
isquemia/reperfusão cerebral, a excessiva produção de EROs tem sido 
considerado um importante mediador da lesão cerebral decorrente deste 
evento. O cérebro é particularmente vulnerável a excessiva produção de 
EROs, pois os neurônios possuem baixos níveis de antioxidantes 
endógenos (COYLE & PUTTFARCKEN, 1993). No tecido cerebral 
isquêmico a produção de EROs é acelerada por enzimas citosólicas pró-
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oxidantes como a xantina oxidase e a NAPH oxidase, pela atividade 
mitocondrial, por inativação de sistemas detoxificantes e falha na 
reposição adequada de antioxidantes (CRACK & TAYLOR, 2005).A 
geração de EROs intracelular durante a isquemia e reperfusão causa a 
destruição de macromoléculas como lipídeos, proteínas e ácidos 
nucléicos além de ativar vias de sinalização que culminam em morte 
celular apoptótica. 
1.4.1. Isquemia Cerebral e Inflamação 
As vias de sinalização intracelular ativadas por EROs podem 
induzir uma resposta inflamatória através da ativação do fator de 
transcrição NF-κB (fator nuclear kappa B) (GLOIRE et al., 2006). O 
fator de transcrição NF-κB é crucial em uma série de processos 
celulares, tais como a proliferação, inflamação e apoptose. O NF-κB 
reside no citoplasma celular e é constituído de três subunidades 
protéicas uma proteína inibitória denominada IκB e um dímero que 
forma o fator de transcrição. A ativação do NF-κB envolve a 
fosforilação da subunidade inibitória IκB que posteriormente é 
ubiquitinada e subsequentemente degradada permitindo a liberação do 
NF-κB (MAY & GHOSH, 1999). A ativação desse fator de transcrição 
vem sendo co-relacionada com a morte celular decorrente de eventos 
isquêmicos (RIDDER & SCHWANINGER, 2009). O NF-κB é ativado 
após a oclusão da artéria cerebral média em células neurais e 
astrocitárias e sua ativação contribui para o dano celular induzido pelo 
evento isquêmico (ZHANG et al., 2005). A ativação do NF-κB 
promove a expressão de uma variedade de genes relacionados com a 
patologia da isquemia cerebral, incluindo aqueles envolvidos na 
resposta inflamatória, como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-alpha) e enzimas como óxido nítrico sintetase 
induzível  (iNOS) e ciclooxigenase–2 (COX-2) (SETHI et al., 2008). 
Esta relação já foi observada em fatias de hipocampo submetidas à 
privação de glicose e oxigênio (PGO), onde a inativação do NF-κB é 
acompanhada de redução nos níveis da enzima iNOS e proteção celular 
(EGEA et al., 2012; MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2011).  
A ativação de iNOS durante a isquemia cerebral resulta em 
grande produção de óxido nítrico (NO) que deixa de exercer seus 
efeitos fisiológicos como sinalizador celular tornando-se uma 
neurotoxina (BAL-PRICE & BROWN, 2001; MORO et al., 2004).O 
aumento de NO pode resultar em inibição da atividade do complexo-I 
da cadeia transportadora de elétrons, além de reagir com o ânion 
superóxido formando peroxinitrito, um potente oxidante, estes eventos 
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desencadeados pelo NO resultam em redução dos níveis de ATP e 
morte celular (BROWN, 2010).  
Além disso, durante a isquemia ocorre ativação do receptor 
NMDA que através    de proteínas de ancoramento como a proteína de 
densidade pós-sináptica (PSD-95) permite a interação deste segundo 
mensageiro com enzimas intracelulares como a óxido nítrico sintase 
neural (NOS) (SATTLER et al., 1999;). Uma vez que o receptor 
NMDA permite o influxo de Ca2+, este interage com a calmodulina 
dando origem ao complexo cálcio-calmodulina (CaM-cinase II), que 
por sua vez ativa a NOS neuronal. Portanto, o influxo de Ca2+ mediados 
por NMDAR durante o evento isquêmico pode ativar a a NOS neuronal 
contribuindo para o aumento da na produção de NO e neurotoxicidade. 
Assim, o uso de agentes que modulem a morte celular 
excitotóxica seja através da modulação da atividade dos transportadores 
de glutamato, reduzindo o excesso da produção de EROs ou 
minimizando o evento inflamatório é uma importante estratégia 
neuroprotetora frente a danos isquêmicos no SNC. 
1.4.2. Canais de Potássio e Isquemia Cerebral 
A modulação da atividade de canais de potássio tem sido 
sugerida como uma importante ferramenta neuroprotetora durante 
eventos de isquemia cerebral (SUN & HU, 2010). Os canais de K+ do 
tipo sensíveis ao ATP são regulados pela concentração de ATP 
intracelular, portando o aumento da concentração intracelular de ATP 
inibe esses canais enquanto o aumento dos níveis de ADP estimula sua 
abertura (BURG et al., 2006). Quando ocorre uma diminuição dos níveis 
de energia na célula, por exemplo, durante um evento isquêmico, uma 
das respostas celulares afim de proteger as células é a abertura dos 
canais de K+ sensíveis ao ATP promovendo hiperpolarização da 
membrana celular diminuindo os níveis do íon Ca2+ e proteção celular. 
Tem sido demonstrado que camundongos transgênicos que não 
expressam canais de K+ sensíveis ao ATP apresentam um maior dano 
neuronal após a oclusão das carótidas (SUN et al., 2006) sendo que a 
ativação desses canais protege neurônios da região CA1 do hipocampo 
contra apoptose induzida por hipóxia (HUANG et al., 2006), assim a 
ativação desses canais é uma importante estratégia protetora em eventos 
onde ocorre desbalanço iônico e diminuição nos níveis de ATP.  
Outro subtipo de canal de potássio envolvido como eventos 
isquêmicos são os canais de K+ ativados por Ca2+. Esses canais são 
ativados em resposta a um aumento da concentração de íons Ca2+ no 
interior da célula e em decorrência da despolarização da membrana 
celular (BURG et al., 2006). Os canais de K+ dependentes de Ca2+ de 
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alta condutância (BK) são ativados durante o potencial de ação, 
acelerando a repolarização da membrana (SAH & DAVIES, 2000). 
Esses canais funcionam como reguladores negativos da entrada de Ca2+ 
na célula e regulam a excitabilidade neuronal e a liberação de 
neurotransmissores podendo ser importantes alvos de proteção celular 
(GHATTA et al., 2006; HU et al., 2001). Também já foi demonstrado 
que animais transgênicos que não expressam os canais BK, apresentam 
maior volume de infarto cerebral bem como apresentam aumento de 
morte celular em modelos animais de isquemia cerebral tanto in vitro 
quanto in vivo (LIAO et al., 2010). 
  Nosso grupo de pesquisa demonstrou através da utilização de 
um modelo de isquemia cerebral in vitro, que a guanosina (GUO) 
protege neurônios hipocampais da privação de glicose e oxigênio via 
ativação de canais de K+ (OLESKOVICZ et al., 2008). Através de 
evidências farmacológicas com o uso de inibidores seletivos, 
determinamos que os canais de K+ sensíveis ao ATP não estão 
envolvidos no efeito protetor da GUO, por outro lado demonstramos a 
participação dos canais BK como mediadores do papel protetor da GUO 
tanto sobre a viabilidade celular como sobre a estimulação da captação 
de glutamato (DAL-CIM et al., 2011). Então, considerando que a GUO 
modula este subtipo de canal de potássio, a consequente regulação das 
concentrações de Ca2+ na célula e uma possível diminuição na produção 
de EROs, contribuiria para reverter a vulnerabilidade dos 
transportadores de glutamato ao dano oxidativo. Além disso, como a 
manutenção do gradiente iônico transmembrana é fundamental para que 
ocorra a captação de glutamato (DANBOLT, 2001), a modulação dos 
canais BK pela GUO favoreceria o restabelecimento do gradiente iônico 
e consequente funcionalidade dos transportadores de glutamato após um 
dano isquêmico/oxidativo. 
2. Transmissão Purinérgica 
As purinas extracelulares derivadas da adenina, representadas 
pela adenosina-5’-trifosfato (ATP), adenosina-5’-difosfato 
(ADP),adenosina-5´-monofosfato (AMP) e adenosina e as purinas 
extracelulares derivadas da guanina, representadas pela guanosina-5’-
trifosfato (GTP), guanosina-5’-difosfato (GDP), guanosina-5’-
monofosfato (GMP) e guanosina (GUO) são importantes moléculas 
sinalizadoras intercelulares (CICCARELLI et al., 2001).   
Os efeitos extracelulares das purinas são mediados pela 
ativação de receptores purinérgicos. Duas famílias principais de 
receptores purinérgicos foram identificadas, os receptores P1 ou de 
adenosina e receptores P2, que reconhecem primariamente ATP, ADP. 
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Os receptores P2 são divididos de acordo com a estrutura molecular e o 
mecanismo de transdução do sinal em P2X, que são uma família de 7 
subtipos de receptores do tipo canal iônico, e os P2Y , que são uma 
família de 8 subtipos de receptores acoplados a proteína-G 
(BURNSTOCK, 2007). A ativação de receptores P2X torna esses canais 
permeáveis a íons Na+, Ca+2 e K+, enquanto a ativação dos receptores 
metabotrópicos P2Y, via ativação de proteínas-G podem ativar 
segundos mensageiros como a fosfolipase C e desencadear a liberação 
intracelular de Ca+2 ou afetar a atividade da adenilatociclase alterando os 
níveis de AMP cíclico (FIELDS & BURNSTOCK, 2006). 
 Estão bem identificados quatro tipos de receptores de 
adenosina, A1R, A2AR, A2BR e A3R, todos acoplados a proteínas-G 
(FREDHOLM, 1995). O receptor de adenosina mais abundante no SNC 
é o receptor inibitório A1R, este receptor tem sua atividade acoplada a 
uma proteína-Gi/o e sua ativação regula negativamente a atividade da 
adenilatociclase diminuindo os níveis de AMP cíclico. O subtipo A2AR 
é predominantemente encontrado no estriado, núcleo accumbens e em 
menor concentração em outras regiões como o hipocampo e sua 
atividade é normalmente acoplada a atividade de uma proteína-Gs ou 
Golf estimulando a atividade da adenilato ciclase aumentando os níveis 
de AMP cíclico. Os receptores do tipo A2BR são expressos em baixos 
níveis no cérebro, já os receptores A3R apresentam uma expressão 
aparentemente moderada no cerebelo humano e no hipocampo 
(PALMER & STILES, 1995). 
 O efeito mais evidente da adenosina em circuitos neuronais de 
mamíferos adultos é deprimir seletivamente a transmissão sináptica 
excitatória (DUNWIDDIE & HAAS, 1985). Isto ocorre através da 
ativação de A1R, que estão localizados tanto na região pré-sináptica e 
pós-sináptica ou em regiões não sinápticas. Este mecanismo de inibição 
da transmissão excitatória é decorrente da inibição de canais de Ca+2 
pela ativação de A1R diminuindo assim os estímulos que evocam a 
liberação de glutamato nas sinapses no SNC (AMBROSIO et al., 1997). 
A ativação de receptores A1R em cultura de neurônios hipocampais 
inibe correntes mediadas pela atividade de receptores NMDA (DE 
MENDONCA et al., 1995). Além disso, a ativação de receptores A1R 
leva a abertura de canais de potássio promovendo hiperpolarização da 
membrana neuronal.  
Por modular efeitos celulares, como a liberação de 
neurotransmissores excitatórios, controlar o influxo de Ca+2, controlar o 
potencial de membrana celular           a ativação de receptores A1R pode 
ser uma importante estratégia neuroprotetora frente a eventos 
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isquêmicos onde é observado alteração de todos os parâmentros 
celulares acima mencionados. Corroborando com o descrito acima, já 
foi demonstrado que a ativação de receptores A1R, bem como a inibição 
da recaptação de adenosina, diminuem a extensão do dano neural em 
eventos isquêmicos (GOMES et al., 2011). 
A ação da adenosina em receptores A2AR está associada ao 
desenvolvimento de neurotoxicidade, dano neuronal e morte celular. O 
bloqueio farmacológico dos A2AR ou a inativação genética destes 
receptores confere neuroproteção em modelos animais de isquemia in 
vivo (CHEN et al., 1999). Adicionalmente, ativação de receptores A2AR 
facilita a liberação de glutamato em condições normais e durante 
eventos isquêmicos. Assim a união da adenosina aos receptores A2AR 
exerce o efeito contrário: facilita a liberação de glutamato e está 
envolvida na potenciação dos danos ao tecido nervoso(CUNHA, 2005). 
2.1. Derivados da Guanina  
As purinas derivadas da guanina são classicamente conhecidas 
por seus efeitos intracelulares como fonte de energia celular e 
transdução de sinal. Recentemente, tem se dado grande atenção aos 
efeitos extracelulares desencadeados pelos derivados da guanina, em 
especial pelo nucleosídeo GUO, seja através de sua modulação sobre o 
sistema glutamatérgico ou por seus efeitos tróficos em células neurais e 
gliais (RATHBONE et al., 2008;SCHMIDT et al., 2007). 
No SNC a GUO é liberada para o espaço extracelular pelas 
células gliais tanto em condições basais com em condições tóxicas 
(CICCARELLI et al., 2001). Essa liberação pode ocorrer através de 
transportadores de nucleosídeos presentes nas membranas celulares. 
Esses transportadores são uma família de proteínas que possuem 
diferentes afinidades por substratos, diferentes distribuições em tecidos, 
são espécie-específicos e sensíveis ao bloqueio por agentes 
farmacológicos.  Os transportadores de nucleosídeos podem ser 
classificados em duas categorias: (i) transportadores equilibrativos, os 
quais transportam nucleosídeos das purinas e pirimidinas de maneira 
bidirecional, segundo o gradiente de concentração; (ii) transportadores 
concentrativos, que medeiam o influxo de nucleosídeos acoplado ao 
gradiente transmembrana de Na+.  
A conversão extracelular de GUO a partir de nucleotídeos é outro 
mecanismo importante para manter as concentrações extracelulares 
deste nucleosídeo. Em estudo realizado em nosso laboratório, observou-
se que o nucleotídeo GTP pode ser captado e armazenado em vesículas 
sinápticas sugerindo assim um possível mecanismo de liberação deste 
nucleotídeo para a fenda sináptica (SANTOS et al., 2006). O GTP 
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presente no espaço extracelular pode dar origem ao nucleosídeo GUO 
através da ação de ectoenzimas, mantendo as concentrações 
extracelulares de GUO no espaço sináptico (ZIMMERMANN, 1996).  
2.2. Efeitos extracelulares da GUO no SNC  
Os efeitos extracelulares da GUO podem ser observados através 
do seu papel neurotrófico, sobre a proliferação astrocitária, crescimento 
neurítico e liberação de fatores neurotróficos (CICCARELLI et al., 
2001; GYSBERS & RATHBONE, 1996; RATHBONE et al., 1999). Em 
nosso laboratório foi demonstrado que GMP ou GUO aumentam o 
número de neurônios cultivados em co-cultura com astrócitos além de 
alterar a organização de proteínas da matriz extracelular, laminina e 
fibronectina, promovendo uma melhor adesão dos neurônios sobre o 
substrato de astrócitos, o que pode ter um importante papel na 
neurogênese e na migração neuronal (DECKER et al., 2007). Em 
culturas de neurônios cerebelares, observamos um aumento na sobrevida 
neuronal induzida por GUO e GMP, através da interação com os 
receptores A2AR (TASCA et al., 2010). 
Recentemente tem se dado grande atenção ao potencial efeito 
neuroprotetor do nucleosídeo GUO em modelos experimentais de 
excitotoxicidade glutamatérgica (RATHBONE et al., 2008; SCHMIDT 
et al., 2007).  Em modelos animais in vivo já foi observado que a 
administração sistêmica de GUO protege contra convulsões induzidas 
por agonista do receptor NMDA, o Ácido Quinolínico (DE OLIVEIRA 
et al., 2004; SCHMIDT et al., 2000; VINADE et al., 2003). Além disso, 
o Ácido Quinolínico pode aumentar a liberação de glutamato em 
preparações de sinaptossomas e reduzir a captação glial de glutamato 
(TAVARES et al., 2002), aumentando a concentração extracelular de 
glutamato, entretanto esse aumento é revertido na presença de GUO 
(TAVARES et al., 2005). A neuroproteção promovida pela GUO frente 
a danos excitotóxicos também já foi observada em fatias de hipocampo 
de ratos submetidas ao tratamento com glutamato (MOLZ et al., 2011). 
O tratamento com GUO também é capaz de reverter o dano oxidativo 
cerebral e o prejuízo cognitivo induzido em modelo animal de sepse 
(PETRONILHO et al., 2012). 
O papel neuroprotetor da GUO em eventos isquêmicos também 
vem sendo investigado na literatura (THAUERER et al.,2012). O 
tratamento com GUO é capaz de prevenir o prejuízo cognitivo e 
diminuir o volume de infarto celular em cérebro de ratos submetidos a 
um modelo animal de isquêmica cerebral (CHANG et al., 2008; 
RATHBONE et al., 2011). Em cultura de células PC12 e neurônios 
cerebelares submetidos à hipóxia, o tratamento com GUO promove 
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proteção celular e induz crescimento neurítico (THAUERER et al., 
2010). A GUO também protege fatias de hipocampo de ratos 
submetidas à PGO (OLESKOVICZ et al., 2008). Recentemente foi 
demonstrado que a administração crônica de GUO em ratos submetidos 
a um modelo de hipoperfusão cerebral não foi capaz de alterar o 
prejuízo cognitivo, porém o tratamento com GUO preveniu o dano 
hipocampal induzido pela hipoperfusão (GANZELLA et al., 2011). 
Apesar de muitas evidências apontarem o efeito protetor da 
GUO, poucos estudos caracterizando os mecanismos moleculares e 
celulares envolvidos na neuroproteção promovida pela GUO foram 
realizados e estes são de fundamental importância para compreensão do 
mecanismo neuroprotetor da GUO. Alguns estudos sugerem que os 
efeitos da GUO sobre a proliferação celular, proteção celular e 
crescimento neurítico envolvem a ativação de receptores de adenosina 
(CICCARELLI et al., 2000; D'ALIMONTE et al., 2007;TASCA et al., 
2010). No entanto, há evidências de que a GUO e o GTP se unam com 
baixa afinidade aos receptores das purinas da adenina (MULLER & 
SCIOR, 1993), sugerindo que a GUO apresenta um sítio de ligação 
distinto dos receptores clonados e identificados para as purinas da 
adenina. Estudos que dão embasamento a esta hipótese demonstraram 
que o GTP une-se a sítios específicos em células de feocromocitoma 
(PC12) (GYSBERS et al., 2000) e em membranas cerebelares de pintos, 
sendo que estes sítios não apresentam atividade enzimática (GTPásica) 
(TASCA et al., 1999). 
A análise de um possível sítio de interação para GUO (proteína 
receptora na membrana celular) demonstrou que os efeitos 
neuroprotetores promovidos pela GUO contra a PGO dependem da 
ativação do canal de potássio de alta condutância ativado por cálcio 
(canais BK) (DAL-CIM et al., 2011). Estudos prévios já haviam 
demonstrado que a GUO é capaz de induzir a expressão de canais de 
potássio retificadores em células astrocitárias (BENFENATI et al., 
2006), demonstrando a importância desses canais de potássio nos efeitos 
desencadeados pela GUO. 
O papel da GUO sobre a modulação dos transportadores de 
glutamato vem sendo implicado como um importante mecanismo de 
neuroproteção contra eventos de excitotoxicidade. O tratamento com 
GUO é capaz de prevenir a diminuição da captação de glutamato em 
fatias de hipocampo de ratos neonatos expostos a hipóxia  (MORETTO 
et al., 2005).Com o intuito de investigar o mecanismo pelo qual a GUO 
estimula o transporte de glutamato, nosso grupo recentemente 
demonstrou que a GUO diminui a liberação de glutamato em fatias de 
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hipocampo submetidas à excitotoxicidade glutamatérgica, através da 
ativação da via da proteína cinase dependente de fosfatidilinositol 
(PI3K)/proteína cinase B (AKT) (MOLZ et al., 2011). Adicionalmente, 
demonstramos que a GUO estimula a captação de glutamato em fatias 
de hipocampo submetidas à PGO através da ativação da via PI3K/AKT 
e do canal de potássio BK (DAL-CIM et al., 2011; MOLZ et al., 2011).  
Como citado anteriormente, a via de sinalização da PI3K/AKT 
tem sido relacionada com os eventos neuroprotetores promovidos pela 
GUO (DAL-CIM et al., 2011; MOLZ et al., 2011). A GUO protege 
astrócitos tratados com estaurosporina (indutor de apoptose) através da 
ativação e aumento da expressão de fosfo-AKT (DI IORIO et al., 2004). 
A GUO também diminui a apoptose induzida pelo peptídeo beta-
amilóide em cultura de neuroblastomas humanos através da ativação da 
PI3K e aumento da expressão de fosfo-AKT. A GUO diminui a 
inflamação e expressão de proteínas pró-inflamatórias em cultura de 
células da micróglia e este efeito está relacionado com a ativação da via 
da PI3K (D'ALIMONTE et al., 2007). Além da PI3K/AKT a GUO 
também exerce efeitos tróficos e neuroprotetores através da ativação da 
via da proteína cinase ativada por mitógenos (MAPK) –proteína cinase 
regulada por sinal extracelular (ERK) (DECKER et al., 2007; 
OLESKOVICZ et al., 2008; THAUERER et al., 2012). 
No presente estudo demonstramos que GUO apresenta efeitos 
neuroprotetores frente ao dano oxidativo mitocondrial e iquêmico in 
vitro. Os efeitos protetores mediados pela GUO envolvem a modulação 
do sistema purinérgico através de receptores A2A e A1 e do canal de 
potássio do subtipo BK. A GUO ativa a via de sinalização celular 
PI3K/Akt/GSK3-β e induz a expressão da enzima antioxidante heme 
oxigenase-1. Além disso, demonstramos que a GUO protege frente a ao 
dano oxidativo e neuroinflamação induzida pelo dano isquêmico através 
da inibição do fator de transcrição NF-κB e redução dos níveis da 
enzima iNOS via ativação da MEK/ERK. O efeito neuroprotetor da 
GUO envolve a estimulação da captação de glutamato e indução da 
enzima glutamina sintetase durante o evento isquêmico. A GUO 
também é capaz de diminuir a liberação de glutamato decorrente da 
atividade reversa dos transportadores de glutamato. Dessa forma, a 
GUO apresenta um interessante efeito neuroprotetor frente ao dano 
isquêmico modulando o sistema glutamatérgico, diminuindo a produção 
de espécies reativas de oxigênio e inflamação decorrente deste dano 
neuronal. 
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3. OBJETIVOS 
3.1. Objetivo Geral 
Estudar os mecanismos de ação protetora do nucleosídeo GUO 
em fatias de hipocampo e em cultura de células neurais submetidas à 
toxicidade induzida por modelos in vitro de isquemia ou dano oxidativo 
mitocondrial. 
3.2. Objetivos específicos 
 Avaliar o efeito neuroprotetor da GUO em células de 
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) submetidas a um dano 
oxidativo mitocondrial e os mecanismos de neuroproteção 
através da avaliação do envolvimento da via de sinalização 
PI3K/AKT e da enzima antioxidante heme oxigenase-1. 
 Estudar o mecanismo de ação neuroprotetora da GUO em fatias 
de hipocampo de ratos submetidas a um modelo de isquemia 
cerebral in vitro (privação de glicose/oxigênio, PGO), 
analisando a produção de EROs, função mitocondrial, 
processos inflamatórios e modulação da captação de 
glutamato. 
 Avaliar a participação de canais de potássio BK, dos receptores 
de adenosina A1R e A2AR, bem como das vias de sinalização 
intracelular PI3K/AKT e MAP ERK no efeito neuroprotetor 
da GUO em fatias de hipocampo de ratos submetidas à PGO. 
 Avaliar o mecanismo de neuroproteção da GUO em cultura 
primária de astrócitos corticais submetidas à PGO e seu 
possível efeito sobre a modulação do transporte de glutamato 
e envolvimento das vias de sinalização intracelular PI3K/AKT 
e MAP ERK. 
 Avaliar o efeito da GUO e da PGO em fatias de hipocampo de 
ratos sobre o consumo de Oxigênio e a atividade dos 
complexos da cadeia respiratória mitocondrial.  
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CAPÍTULO 1 
Guanosine protects human neuroblastoma SH-SY5Y cells against 
mitochondrial oxidative stress by inducing Heme oxigenase-1 via 
PI3K/Akt/GSK-3β pathway 
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CAPÍTULO 5 
Avaliação do efeito da PGO e  guanosina sobre o consumo de 
oxigênio e atividade dos complexos da cadeia respiratória 
mitocondrial em fatias de hipocampo de ratos 
Resultados Parciais 
Tharine Dal-Cim, Aline P. Remor,Juliana Camacho-
Pereira,Antônio Galina, Alexandra Latini e Carla I. Tasca 
    Estes experimentos foram em parte 
desenvolvidos no laboratório do professor Dr. Antônio Galina, 
do Depto. Bioquímica Médica da UFRJ, em estágio de 
pesquisa financiado pelo programa INCT para 
Excitotoxicidade e Neuroproteção e em parte desenvolvidos 
sob a supervisão da prof. Dra. Alexandra Latini, do Depto. de 
Bioquímica da UFSC 
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Introdução 
A mitocôndria é a organela celular responsável pela maior 
produção líquida de energia. Esta organela contém proteínas envolvidas 
com a oxidação de nutrientes e com a respiração celular com simultânea 
geração de energia (KENNEDY & LEHNINGER, 1949;1950; 1951; 
LEHNINGER & SMITH, 1949). As mitocôndrias são envoltas por duas 
membranas, interna e a externa, ambas com a composição química 
semelhante à membrana plasmática. A membrana externa é mais 
permeável que a membrana interna. No espaço entre essas membranas, 
denominado intermembranoso, ocorrem reações essenciais ao 
metabolismo celular. A membrana interna é formada por pregas que se 
expandem no espaço intramitocondrial (matriz mitocondrial) 
denominadas cristas mitocondriais.  
A maquinaria molecular para a produção energética 
mitocondrial está constituída por enzimas presentes na matriz 
mitocondrial (ciclo de Krebs), e na membrana mitocondrial interna 
(cadeia transportadora de elétrons).  
A fosforilação oxidativa, constituída pelo processo acoplado da 
transferência de elétrons pela cadeia respiratória e pela fosforilação da 
adenosina-5´-difosfato (ADP), é responsável pela síntese da quase 
totalidade do ATP gerado nas células do sistema nervoso central 
(MARKS et al., 1996). 
A respiração celular inicia com a oxidação de substratos em 
várias vias metabólicas com a transferência de elétrons para as 
coenzimas NAD+ (Nicotinamida adenina dinucleotídeo) e FAD (flavina-
adenina dinucleotídeo), reduzindo-os em NADH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo reduzida) e FADH2 (flavina adenina dinucleotídeo 
reduzida), respectivamente(MARKS et al., 1996). 
Os elétrons provenientes do NADH e do FADH2 são 
transferidos através da cadeia respiratória por uma sequência de centros 
redox, fornecendo energia para a síntese de ATP através da fosforilação 
oxidativa. Esta energia ,segundo a teoria quimiosmótica, origina-se do 
gradiente de prótons formado através do bombeamento de prótons para 
o espaço intermembranas pelos complexos I, III e IV da cadeia 
respiratória (MARKS et al., 1996). 
A cadeia respiratória é constituída de uma sequência de 
carreadores de elétrons (pares redox) em sua maioria ligados a proteínas 
inseridas na membrana mitocondrial interna que receberam elétrons do 
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par redox anterior transferindo-os para o par redox seguinte até 
chegarem ao seu aceptor final, o oxigênio, formando água (MARKS et 
al., 1996). 
A cadeia respiratória possui vários complexos protéicos 
enzimáticos presentes na cadeia respiratória são: NADH desidrogenase 
(complexo I), succinato desidrogenase (complexo II), complexo 
citocromo b-C1 (complexo III), citocromo c oxidase (complexo IV) e 
complexo V ou ATP sintase que é o responsável pela síntese de ATP, 
além de carreadores móveis que se localizam entre os complexos. Estes 
elementos são a coenzima Q (KHEYR-POUR et al.), a qual é um 
componente lipossolúvel que carreia elétrons entre os complexos I e/ou 
II e o III, e o citocromo c, uma pequena proteína localizada na face 
externa da membrana mitocondrial interna que transfere os elétrons do 
complexo III para o complexo IV (MARKS et al., 1996). 
Além de a atividade mitocondrial ser fundamental para a 
produção de energia nas células, a mitocôndria pode atuar como 
reguladora da morte celular. A sobrecarga de Ca2+ na mitocôndria e a 
diminuição da atividade dessa organela, decorrentes do aumento da 
concentração de Ca2+ intracelular como consequência da excessiva 
ativação de receptores glutamatérgicos, é um evento primordial e crucial 
na cascata excitotóxica que sucede uma isquemia cerebral ou um trauma 
crânio-encefálico (MURPHY et al., 1999). Além disso, é bem 
documentado que a cadeia transportadora de elétrons é a maior fonte de 
produção de espécies reativas de oxigênio (SANTARELLI et al.) e 
estresse oxidativo sendo que a geração de EROs ocorre principalmente 
nos complexos I e III (BOVERIS & CHANCE, 1973). 
A guanosina, um nucleosídeo endógeno, apresenta importantes 
efeitos neuroprotetores no SNC. A guanosina promove proteção celular 
frente a danos excitotóxicos em fatias de hipocampo de ratos submetidas 
ao tratamento com glutamato (MOLZ et al., 2011). Além disso, já foi 
demonstrado que a guanosina é capaz de proteger fatias de hipocampo 
de ratos submetidas à privação de glicose e oxigênio (PGO) (THOMAZI 
et al., 2008). 
Considerando o descrito acima, o objetivo deste estudo foi 
avaliar o papel da guanosina e da PGO em fatias de hipocampo de ratos 
sobre o consumo de oxigênio, que ocorre na etapa final da cadeia 
respiratória, acoplado a síntese de ATP, onde o aceptor final de elétrons 
-O2 é reduzido a H2O. Além disso, avaliamos a atividade dos complexos 
da cadeia respiratória mitocondrial.  
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Materiais e Métodos 
 Animais 
 Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos com idade 
entre 60 a 90 dias. Os animais foram obtidos no Biotério Central da 
UFSC com o Protocolo de pesquisa aprovado pela CEUA/UFSC 
PP0142. Os animais foram mantidos no biotério setorial de 
Neuroquímica do departamento de Bioquímica, em ciclo claro/escuro 
por 12 horas e a 25oC com água e ração ad libitum.  
Preparação de fatias hipocampais 
 Os animais foram decapitados e os hipocampos rapidamente 
removidos e mantidos em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) 
composto por NaCl1, 22mM; KCl3 mM; CaCl21,3 mM; MgSO4 1,2 
mM; KH2PO4 0,4 mM; NaHCO325 mM; D-glicose 10 mM) gelado e 
gaseificado com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o pH de 
7,4.  As fatias de 0,4 mm de espessura foram obtidas usando um 
fatiador de tecidos (McIlwainTissueChopper) e pré-incubadas por 30 
min a 37oC (MOLZ et al., 2008).  
Modelo de isquemia: Privação de glicose e oxigênio 
Para obter-se o modelo de isquemia por privação de glicose e 
oxigênio (PGO) em fatias hipocampais, a glicose do tampão KRB foi 
substituída por 10 mM de 2-deoxi-glicose (um análogo não utilizável da 
glicose) com intuito de substituir o oxigênio o tampão foi gaseificado 
com nitrogênio (STRASSER & FISCHER, 1995). As fatias foram 
incubadas neste tampão em PGO por 15 minutos. O tampão da PGO foi 
substituído por tampão KRB gaseificado com carbogênio (fisiológico) e 
as fatias foram mantidas por um período de 2 horas de reoxigenação na 
presença de ou ausência de GUO (100 µM).  
Preparação do tecido para a medida da atividade dos complexos da 
cadeia respiratória.  
As fatias de hipocampo (8 fatias) foram homogeneizados como 
anteriormente descrito por LATINI e colaboradores (2005). 
Resumidamente, as fatias foram homogeneizados em 20 volumes de 
tampão fosfato de potássio 4,4 mM, pH7,4 contendo 0,3 M de sacarose, 
5 mM de MOPS, 1 mM de EGTA e 0,1% de albumina sérica bovina. 
Os homogenatos foram centrifugados a 3000 x g durante 10 min a 4°C. 
O sedimento obtido foi novamente suspendido no mesmo tampão. Para 
a preparação desta suspensão rica em mitocôndrias foi utilizada uma 
centrífuga de Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). 
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Medida da atividade enzimática dos complexos da cadeia 
respiratória 
A atividade do complexo I foi medido pela taxa de redução do 
ferrocianeto dependente de NADH 420 nm (1 mM-1 . cm-1), como 
descrito por (CASSINA & RADI, 1996) A atividade da succinato-2,6-
dicloroindofenol (DCIP)-oxidorredutase (complexo II) foi determinado 
de acordo com o método de FISCHER e colaboradores (1985). A 
atividade do citocromo c oxidase (complexo IV) foi avaliada de acordo 
com (RUSTIN et al., 1994). Os métodos descritos acima para medir a 
atividade dos complexos foram ligeiramente modificados como 
previamente descrito (LATINI et al., 2005). A atividade dos complexos 
da cadeia respiratória foi calculada e expressa em nmol. min-1 . mg 
proteina-1. As atividades enzimáticas foram medidas utilizando um 
espectrofotômetro com controle de temperatura VarianCary 50 (Varian 
Inc., Palo Alto, CA, EUA). 
Medida do consumo de oxigênio 
 O consumo de oxigênio foi medido a 37°C por respirometria de 
alta resolução utilizando o oxígrafo Oroboros® com volumes fixados 
nas câmaras em 2mL [42]. O programa DatLabsoftware 
(OroborosInstruments, Innsbruck, Áustria) foi utilizado para aquisição e 
análise de dados. O experimento foi iniciado avaliando-se a respiração 
basal, após observar o fluxo respiratório entre 15-30 min a atividade da 
ATP sintase foi inibida pela adição de oligomicina (1µg/mL) seguida do 
desacoplamento da fosforilação oxidativa através da titulação com de 
FCCP (fluorocarbonil-cianeto fenilidrazona) como pulsos de 100 nM. O 
consumo de oxigênio foi calculado como pmol oxigênio consumido.sec-
1.mg tecido-1. 
Dosagem de Proteínas 
  A dosagem de proteínas foi realizada através do método de 
Lowry et al. (1975). 
 Análise Estatística 
 Os resultados obtidos foram avaliados através da análise de 
variância de uma via (ANOVA), seguido do Teste de Tukey´s. 
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Resultados 
Iniciamos a avaliação do consumo de oxigênio em fatias de 
hipocampo de ratos através da respirometria de alta resolução. Os 
parâmetros avaliados da fisiologia respiratória mitocondrial nas fatias de 
hipocampo foram a respiração basal do tecido, a contribuição da ATP 
sintase no consumo basal de oxigênio observado pela adição de 
oligomicina, e a respiração máxima induzida pela adição do ionóforo de 
prótons FCCP. Para esta análise foram utilizadas fatias de hipocampo 
mantidas na condição controle, submetidas a 15 min de privação de 
glicose e oxigênio seguidas de 2h de reoxigenação (PGO-R) e fatias 
submetidas a 15 min de PGO-R seguidas de 2h de reoxigenação na 
presença de GUO (100 µM). 
Em nosso estudo preliminar, observamos que nas fatias 
submetidas à PGO-R houve uma marcada redução no consumo de 
oxigênio basal comparado com as fatias controle. Ainda, este efeito não 
foi alterado pela presença da GUO (Fig. 1A). Através da adição de 
oligomicina observamos que as fatias de hipocampo submetidas à PGO-
R apresentaram visível redução na síntese de ATP acoplada a atividade 
da ATP sintase. Não foi observada alteração no tratamento com GUO 
(Fig. 1B). As fatias de hipocampo submetidas à PGO-R apresentam uma 
clara diminuição da atividade de transferência de elétrons induzida pelo 
FCCP e o mesmo efeito foi observado no grupo que recebeu GUO (Fig. 
1C). Adicionalmente, a relação entre a respiração máxima e a síntese se 
ATP acoplada à ATP sintase possibilitou a avaliação do controle 
respiratório das fatias de hipocampo. Observamos que a PGO-R reduziu 
a capacidade respiratória das células hipocampais e este efeito não foi 
alterado pela GUO. 
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Figura 1. Consumo de oxigênio em fatias de hipocampo submetidas 
à PGOR e/ou GUO. As fatias de hipocampo de ratos foram mantidas 
na situação controle (C), submetidas à 15 min de privação de glicose e 
oxigênio seguidas de 2h de reoxigenação (PGOR) e submetidas à15 min 
de PGOR seguidas de 2h de reoxigenação tratadas com GUO 100 µM 
(PGOR GUO).O consumo de oxigênio foi avaliado através da respiração 
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basal (A), contribuição da ATP sintase ao consumo basal de oxigênio 
(B), respiração máxima (C) e capacidade respitatória (D),conforme 
descrito no material e métodos. Os valores representam a média ± erro 
padrão da média de 2 experimentos. 
 
A capacidade máxima respiratória (Fig. 1C) encontra-se 
intimamente relacionada com a transferência de elétrons a partir de 
substratos energéticos. Uma redução neste parâmetro de fisiologia 
mitocondrial envolve, portanto, inibição em pelo menos um complexo 
enzimático da cadeia respiratória. Assim, a seguir foi avaliada a 
atividade dos complexos mitocondriais I, II e IV. Como pode ser 
observado na Figura 2, as fatias de hipocampo submetidas à PGOR 
apresentaram uma redução significativa da atividade do complexo II 
(Figura 3; até 39% de inibição). A PGOR também promoveu uma 
diminuição de até 19% na atividade do complexo IV, porém este efeito 
não foi significativo (Fig. 3). Curiosamente, não observamos alteração 
da atividade do complexo I nas fatias submetidas ao dano isquêmico 
(Fig. 2). No entanto, como a metodologia empregada para determinar 
esta atividade enzimática avalia também aatividade NADH 
desidrogenase, incluindo aquela do complexo I, esta falta de inibição 
pode ser devido a uma compensação ocasionada por outras 
desidrogenases mitocondriais ou citosólicas. Ainda, pode ser observado 
na Figura 2B que o tratamento com GUO durante o período de 
reoxigenação não protegeu da inibição da atividade do complexo II 
mitocondrial provocado pela PGO. 
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Figura 2. Efeito da privação de glicose e oxigênio e do tratamento 
com GUO sobre a atividade NADH desidrogenase. As fatias de 
hipocampo de ratos foram mantidas na situação controte (C), controle 
tratadas com CGUO 100 µM, submetidas à 15 min de PGO seguidas de 
2h de reoxigenação (PGOR) e submetidas à 15 min de PGO seguidas de 
2h de reoxigenação tratadas com GUO 100 µM (PGOR GUO). Os 
valores representam a média ±erro padrão da média padrão de 3 
experimentos. 
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Figura3. Efeito da privação de glicose e oxigênio e do tratamento 
com GUO sobre a atividade do complexo II. As fatias de hipocampo 
de ratos foram mantidas na situação controte (C), controle tratadas com 
GUO 100 µM (C GUO), submetidas à 15 min de PGO seguidas de 2h de 
reoxigenação (PGO) e submetidas à 15 min de PGO seguidas de 2h de 
reoxigenação tratadas com GUO 100 µM (PGO GUO). Os valores 
representam a média ± erro padrão da média padrão de 3 experimentos. 
* Indica médias significantemente diferentes do grupo controle, p 
<0.05.ANOVA seguido do teste de Tukey. 
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Figura4. Efeito da privação de glicose e oxigênio e do tratamento 
com GUO sobre a atividade do complexo IV. As fatias de hipocampo 
de ratos foram mantidas na situação controte (C), controle tratadas com 
GUO 100 µM (C GUO), submetidas à 15 min de PGO seguidas de 2h de 
reoxigenação (PGO) e submetidas à 15 min de PGO seguidas de 2h de 
reoxigenação tratadas com GUO 100 µM (PGO GUO). Os valores 
representam a média ± erro padrão da média padrão de 3 experimentos. 
 
Estes dados preliminares indicam que o dano induzido pela PGO 
e reoxigenação causa uma queda na respiração celular e tratamento com 
GUO não resulta em mitoproteção (Fig. 1A). A redução do consumo de 
oxigênio parece estar relacionada, por um lado, com uma queda na 
capacidade de síntese de ATP, visto que a contribuição da ATP sintase à 
respiração basal foi significativamente reduzida pelo PGOR (Fig. 1B; 
uso de oligomicina). Por outro lado, a redução na respiração celular 
também estaria relacionada com uma inibição no transporte de elétrons 
na cadeia respiratória (Fig. 1C; estado IV de respiração celular induzido 
pelo uso de oligomicina). Este resultado está de acordo com a 
significativa inibição do complexo II mitocondrial (Fig. 2C) e com a 
redução de até 19% do complexo IV (Fig. 2C). Estas inibições estão 
também de acordo com a redução significativa observada na 
transferência de elétrons sob o efeito do ionóforo FCCP, parâmetro que 
estima a capacidade oxidativa máxima da mitocôndria (Fig. 1C). O 
comprometimento no transporte de elétrons observado nestes 
experimentos preliminares, certamente induzirá uma perda do potencial 
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de membrana mitocondrial, fenômeno que repercutirá na capacidade de 
síntese mitocondrial de ATP (Fig. 1B), e dessa forma no grau de 
acoplamento mitocondrial ou capacidade respiratória (Fig. 1D). 
Os dados apresentados neste capítulo, embora preliminares, 
apresentam um perfil que sugerem um severo comprometimento da 
respiração celular provocado pelo PGOR sendo que o tratamento com 
GUO não alterou nenhum dos parâmetros avaliados. Entretanto, 
considerando que a GUO notavelmente apresenta efeito neuroprotetor 
contra à PGO é provável que o tratamento com GUO recupere de 
alguma forma a energética celular através do metabolismo anaeróbico. 
Portanto, futuramente iremos avaliar os níveis de lactato um importante 
substrato energético que poderia estar suprindo a necessidade energética 
das células nas fatias de hipocampo submetidas à PGO e tratadas com 
GUO. 
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DISCUSSÃO 
Os efeitos extracelulares da GUO têm sido alvo de investigação 
pela comunidade cientifica. Esses efeitos estão relacionados com a 
modulação da transmissão glutamatérgica, bem como sobre a memória, 
comportamento e ainda efeitos tróficos em célula neurais (SCHMIDT et 
al., 2007). Neste estudo nós objetivamos avaliar os mecanismos 
neuroprotetores promovidos pela GUO, em células neurais, frente ao 
dano isquêmico e oxidativo. 
 Com intuito de investigar possíveis sítios de ação extracelular 
para a GUO, utilizamos dados prévios do nosso laboratório, que 
sugeriram que os efeitos protetores e neurotróficos da GUO envolviam a 
ativação de receptores de adenosina e modulação da atividade de canais 
de potássio, mais especificamente os canais de potássio dependentes de 
cálcio de alta condutância (BK) (DAL-CIM et al., 2011; OLESKOVICZ 
et al., 2008; TASCA et al., 2010). Os resultados apresentados neste 
estudo demonstraram que os efeitos neuroprotetores da GUO em uma 
cultura de neuroblastoma humano submetida a um dano oxidativo, 
envolvem a modulação de receptores de adenosina dos subtipos A1R e 
A2AR e dos canais de potássio BK. Entretanto, quando avaliamos a 
participação desses sítios de interação em fatias de hipocampo de ratos 
submetidas à PGO, observamos que a ativação de A1R é capaz de conter 
o dano oxidativo e inflamatório decorrente da isquemia. Já a 
participação do canal BK parece mediar os efeitos sobre a viabilidade 
celular e captação de glutamato (DAL-CIM et al., 2011) não 
apresentando efeito sobre a atividade mitocondrial e o dano 
inflamatório. Por fim, observamos que a ativação de A2AR, em fatias de 
hipocampo submetidas à PGO, bloqueia os efeitos protetores da GUO, 
sugerindo que a modulação dos possíveis sítios de interação extracelular 
pela GUO depende do tipo celular ou do dano aos quais as células foram 
submetidas. 
Em relação à modulação de A2AR por GUO, foi previamente 
demonstrado que a GUO promove crescimento neurítico em células 
PC12 (THAUERER et al., 2012b) e aumenta o número de neurônios 
cerebelares mantidos em cultura primária através da ativação de A2AR 
(TASCA et al., 2010). Estes dados sugerem que os A2AR podem estar 
mediando os efeitos desencadeados pela GUO em células neurais. 
Os efeitos da ativação do A2AR no SNC são bastante 
contraditórios, podendo ter sua ativação associada a eventos de morte e 
de proteção celular. A ativação de A2AR diminui as correntes induzidas 
pelo receptor NMDA em neurônios estriatais ((NORENBERG et al., 
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1997;WIRKNER et al., 2000). O uso de agonistas de A2AR promove 
proteção contra trauma crânio-encefálico (OKONKWO et al., 2006) e 
em danos isquêmicos na medula espinhal (CASSADA et al., 2001; 
REECE et al., 2004). Por outro lado, como a ativação de A2AR é 
definida como facilitatória, ou seja, aumenta a liberação de 
neurotransmissores como o glutamato e promove aumento dos níveis de 
cálcio intracelular, a ativação deste receptor em eventos de dano celular 
poderia contribuir para a morte celular (CUNHA, 2005). Nossos dados 
também corroboram com essa ideia, uma vez que a ativação de A2AR em 
fatias de hipocampo submetidas à privação de glicose e oxigênio impede 
que a GUO promova aumento da captação de glutamato e exerça seus 
efeitos neuroprotetores.  
Já é bem descrito na literatura que tanto a inibição 
farmacológica como a deleção genética dos A2AR está relacionada com 
proteção em modelos animais de isquemia cerebral (CHEN et al., 1999; 
MARCOLI et al., 2003; MELANI et al., 2003). Estes efeitos 
neuroprotetores da inibição do A2AR em eventos de excitotoxicidade 
podem ser relacionados com o fato de que a inibição do A2AR diminui a 
liberação vesicular de glutamato (LI et al., 2001;NISHIZAKI et al., 
2002). Além disso, estudo demonstrou que o uso de antagonistas de 
A2AR previne completamente o aumento nos níveis extracelulares de 
glutamato decorrente da inibição dos transportadores de glutamato 
(PINTOR et al., 2004). Os pesquisadores do referido estudo sugeriram 
que este mecanismo de proteção pode ser devido à remoção da 
influência inibitória exercida pelo A2AR sobre os transportadores de 
glutamato permitindo a atividade destes transportadores. Corroborando 
esta idéia, um recente estudo demonstrou que a ativação de A2AR em 
cultura de astrócitos resulta em diminuição na expressão e atividade dos 
transportadores de glutamato (GLAST e GLT-1) (MATOS et al., 2012). 
Estes dados contribuem para entender o mecanismo de ação da GUO 
visto que, em fatias de hipocampo que foram previamente incubadas 
com o agonista do A2AR o tratamento com GUO não foi capaz de 
estimular a captação de glutamato. Provavelmente a ativação de A2AR 
inibe drasticamente a atividade dos transportadores de glutamato e este 
efeito, que juntamente com o efeito exercido pela PGO sobre a captação 
de glutamato, impedem que a GUO exerça seus efeitos neuroprotetores. 
 Estes efeitos paradoxos da ativação de A2AR sobre os danos 
cerebrais podem refletir a complexa interação entre esses receptores 
com outros sistemas de neurotransmissão (como o sistema 
glutamatérgico) no cérebro. Uma das hipóteses para explicar este efeito 
dual do A2AR sugere que a ativação pré-sináptica destes receptores 
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parece ser deletéria, enquanto que a estimulação de A2AR pós-sináptico 
evocaria eventos protetores (BLUM et al., 2003). Outro estudo 
demonstrou que dependendo das concentrações extracelulares de 
glutamato, a ativação de A2AR pode ser protetora (baixas concentrações 
de glutamato) ou exacerbar (altas concentrações de glutamato) o dano 
celular decorrente do traumatismo crânio encefálico in vivo (DAI et al., 
2010). Isto mostra que a complexidade dos eventos celulares 
desencadeados pela ativação de A2AR está relacionada com sua 
localização celular e aparentemente depende também dos níveis 
extracelulares do neurotransmissor glutamato. 
 Em nosso estudo, também observamos a participação de A1R na 
neuroproteção promovida pela GUO em células do neuroblastoma 
humano SH-SY5Y submetidas ao dano mitocondrial bem como em 
fatias de hipocampo submetidas à PGO. A ativação de A1R parece ser 
uma importante estratégia neuroprotetora em eventos de isquemia 
cerebral uma vez que sua ativação controla o influxo de cálcio, o 
metabolismo celular e a liberação de glutamato (FREDHOLM et al., 
2005; PALMER & STILES, 1995). O uso de agonista de A1R ou de 
drogas que inibem a receptação de adenosina diminuem o dano cerebral 
decorrente da isquemia (DE MENDONCA et al., 2000). Assim a 
ativação desses receptores pela GUO poderia controlar os níveis de Ca2+ 
intracelular e consequentemente diminuir o estresse oxidativo. Além 
disso, a ativação de A1R poderia contribuir diminuindo a liberação 
vesicular de glutamato para o espaço sináptico, contendo a cascata 
excitotóxica de morte celular.  
Outro ponto a ser discutido aqui é a possível interação da GUO 
com os oligômeros dos receptores de adenosina, como o heterômero 
A1R-A2AR. A ocorrência dos heterômeros de A1R-A2AR já foi 
demonstrada em células HEK293 transfectadas com estes receptores e 
em tecido nativo, nos terminais glutamatérgicos presentes no estriado, 
sendo que a presença desses complexos funcionais modula a 
neurotransmissão glutamatérgica nesta estrutura cerebral (CIRUELA et 
al., 2006). Além disso, o A2AR pode atuar controlando a funcionalidade 
do A1R. Tem sido proposto que, quando A1R e A2AR estão formando 
um oligômero, ocorre uma ativação hierárquica de A2AR sobre A1R que 
modulará a transmissão purinérgica (CIRUELA et al., 2012). No 
presente estudo não avaliamos diretamente se a GUO desencadeia seu 
papel neuroprotetor através da modulação desses heterômeros, porém, 
observamos nas fatias de hipocampo de ratos submetidos à PGO, uma 
complexa interação da GUO com A1R e A2AR. Demonstramos que 
antagonistas dos A1R ou A2AR não bloqueiam o efeito da GUO sobre a 
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captação de glutamato, mas a ativação do A2AR bloqueia este efeito da 
GUO. No entanto, o bloqueio farmacológico de A1R ou a ativação de 
A2AR impedem a melhora da viabilidade celular desencadeada pela 
GUO. Dados não publicados de nosso laboratório demonstraram que a 
GUO interage com A2AR transfectados para células HEK293 e promove 
um pequeno aumento de cálcio intracelular em células co-transfectadas 
com A1R e A2AR (Tasca e colaboradores, comunicação pessoal). 
Tomados em conjunto, estes resultados nos indicam um provável efeito 
antagônico do receptor A2AR sobre o papel protetor da GUO, já que a 
ativação deste receptor inibe os efeitos neuroprotetores da GUO nas 
fatias de hipocampo de ratos. Por outro lado, este efeito não foi 
observado em neuroblastomas, células que podem ter seus mecanismos 
de proteção diferenciados, por se tratar de uma linhagem celular e 
provavelmente apresentar mais resistência que células normais. Desta 
forma, estas diferenças entre tipos celulares e o real envolvimento dos 
receptores de adenosina nos efeitos protetores da GUO, merecem ainda 
atenção em estudos futuros.  
O envolvimento dos canais BK no efeito protetor da GUO 
também foi avaliado neste estudo. A inibição do canal BK pela 
caribdotoxina preveniu o efeito protetor da GUO frente ao dano 
oxidativo mitocondrial nas células SH-SY5Y. Por outro lado, nas fatias 
de hipocampo de ratos o bloqueio dos canais BK reverteu o efeito da 
GUO em diminuir a produção ROS na região CA1 do hipocampo, não 
apresentando efeito sobre a atividade mitocondrial ou sobre os 
mediadores inflamatórios analisados. Em estudo realizado 
anteriormente, demonstramos que a GUO estimula a captação de 
glutamato através da ativação de canais BK (DAL-CIM et al., 2011). 
Adicionalmente, estudo prévio demonstrou que a GUO aumenta a 
expressão de canais de potássio em astrócitos (BENFENATI et al., 
2006) e a avaliação eletrofisiológica da atividade dos canais BK 
transfectados em células HEK293, demonstrou que a GUO ativa os BK, 
promovendo uma corrente de potássio (Tasca e colaboradores, 
comunicação pessoal). Desta forma, se a GUO ativa os BK, isto poderia 
resultar em uma diminuição dos níveis intracelulares de Ca2+, 
contribuindo com a manutenção da viabilidade celular. Adicionalmente, 
a modulação dos canais BK poderia prevenir a perda do potencial de 
membrana celular e estes eventos resultariam na manutenção da 
atividade dos transportadores de glutamato (DANBOLT, 2001). 
Apesar de nossos dados indicarem fortemente uma interação 
entre a GUO, os receptores de adenosina e (não em todos os efeitos 
observados) com o canal de potássio BK, não podemos excluir a 
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possibilidade de a GUO estar agindo através de um receptor próprio e 
secundariamente modulando a atividade dos receptores de adenosina e 
do canal de potássio BK. Ainda não existem ferramentas farmacológicas 
para demonstrar uma interação direta da GUO com seu possível receptor 
de membrana visto que o mesmo não foi identificado e clonado. Estudos 
que dão embasamento a esta hipótese demonstraram que o GTP une-se a 
sítios específicos em células (PC12) (GYSBER et al., 2000) e em 
membranas cerebelares de pintos (TASCA et al., 1999)  . Estudo 
realizado por TRAVERSA colaboradores 2002 demonstrou que a GUO 
apresenta um sítio de união de alta afinidade em preparações de 
membranas de cérebros de ratos. Recentemente demonstrou-se que a 
GUO se une a um possível receptor acoplado a proteína-G que segundo 
os autores é distinto dos receptores já caracterizados das purinas da 
adenina (VOLPINI et al., 2011), apesar de o detalhamento metodológico 
suscitar dúvidas quanto a esta conclusão. No entanto, em relação à 
dependência de interação com proteínas-G, nossos dados demonstram 
que a inibição de proteínas-G da família das Gi/Go pela toxina Pertussis, 
reverte o efeito da GUO sobre a viabilidade celular e a captação de 
glutamato em fatias de hipocampo submetidas à PGO. Desta maneira, 
observamos que o efeito da GUO depende da interação com um receptor 
(ou receptores) acoplado a uma proteína-Gi/Go.  
Em relação às vias de sinalização intracelular, vários estudos vêm 
apontando que o efeito neuroprotetor da GUO depende da ativação da 
via PI3K/AKT (DI IORIO et al., 2004; MOLZ et al., 2011; 
OLESKOVICZ et al., 2008). Nosso grupo demonstrou que a GUO 
promove proteção e estimulação da captação de glutamato frente à PGO 
via ativação da via de sinalização PI3K/AKT (DAL-CIM et al., 2011). 
Os efeitos protetores da GUO em células de neuroblastoma humano 
expostos a um dano oxidativo mitocondrial envolvem a ativação da via 
de sinalização PI3K/AKT e inibição da via da GSK-3β. Neste mesmo 
estudo, observamos que o papel da GUO sobre a diminuição da 
produção de EROs depende da ativação da via PI3K/AKT. Além disso, 
demonstramos que a ação neuroprotetora da GUO contra o dano 
oxidativo mitocondrial resulta em aumento de expressão da enzima 
antioxidante heme oxigenase-1 (HO-1). A HO-1 é uma enzima de 
defesa celular com papel antioxidante e anti-inflamatório  (SALINAS et 
al., 2003). O aumento da atividade dessa enzima resulta em modesta 
indução nos níveis intracelulares de bilirrubina e biliverdina e estudos 
demonstram que baixas concentrações de bilirrubina é neuroprotetora 
em cultura de neurônios expostos a danos tóxicos (DORE & SNYDER, 
1999; KU et al., 2006). Assim, como observamos que o tratamento com 
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bilirrubina exerce efeitos neuroprotetores da mesma maneira que o 
tratamento com GUO em cultura de neuroblastoma humano podemos 
sugerir que o papel protetor da GUO contra o aumento excessivo de 
EROs é devido a seu papel sobre a atividade da enzima HO-1. Em 
culturas de astrócitos corticais submetidas à PGO o inibidor da via da 
PI3K/AKT previne parcialmente o aumento da produção de EROs 
decorrentes do insulto isquêmico, sugerindo que a via de sinalização 
PI3K/AKT possa estar mais relacionada a um efeito protetor da GUO 
em células neuronais, apesar de também ser ativada em células 
astrocitárias. 
 Recentemente tem se dado atenção ao papel da via da 
MEK/ERK  no papel protetor dos nucleosídeos da purina frente a danos 
isquêmicos (THAUERER et al., 2012). Como comentado acima, a 
ativação da via da MEK/ERK  está envolvida na regulação dos níveis de 
EROs intracelulares e na regulação da atividade mitocondrial observada 
em fatias de hipocampo. A perda do potencial de membrana 
mitocondrial é símbolo da disfunção mitocondrial e contribui para a 
morte celular através da redução na produção de ATP, aumento da 
produção de EROs e liberação de moléculas sinais reguladoras da morte 
celular apoptótica (CHRISTOPHE & NICOLAS, 2006). Desta forma a 
manutenção do potencial de membrana mitocondrial é essencial para 
que as células mantenham seu metabolismo e função. Neste trabalho 
observamos que a PGO desencadeia despolarização da membrana 
mitocondrial, sendo que a GUO é capaz de manter o potencial de 
membrana mitocondrial aos níveis basais e reduzir a produção de EROs 
promovida pela PGO. Este efeito da GUO é de grande relevância 
levando-se em consideração que o tecido cerebral é particularmente 
sensível ao estresse oxidativo gerado durante a isquemia cerebral. Desta 
forma o papel da GUO sobre a modulação da atividade mitocondrial e 
manutenção do status redox celular é de crucial importância para seu 
efeito neuroprotetor.  
Sabe-se que em eventos de isquemia cerebral a excessiva 
produção de EROs resulta em ativação do fator de transcrição NF-B 
que é o principal mediador inflamatório em tecidos neurais. Essa 
ativação pode resultar em transcrição de genes relacionados com 
inflamação, como os que codificam citocinas pró-inflamatórias e a 
enzima iNOS (MADRIGAL et al., 2006). No presente estudo 
demonstramos que a PGO induz a ativação do fator de transcrição NF-
B em fatias de hipocampo. Um estudo prévio demonstrou que o 
tratamento com GUO (300 µM) é capaz de inibir a fosforilação da 
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subunidade ativa do NF-B p65, induzida pelo peptídeo beta-amilóide 
(D'ALIMONTE et al., 2007). Demonstramos também que uma menor 
concentração de GUO (100 µM) diminui a translocação da subunidade 
p65 (que contém o domínio de ativação transcricional) no núcleo de 
células hipocampais submetidas ao protocolo de PGO. Além disso, 
avaliamos a expressão da enzima iNOS, que é um dos alvos de 
regulação de expressão do NF-B, e demonstramos que o tratamento 
com a GUO diminui os níveis de expressão de iNOS induzidos pelo 
dano isquêmico. O aumento dos níveis de NO através da indução da 
enzima iNOS pode resultar em inibição da atividade do complexo-I da 
cadeia transportadora de elétrons, além de reagir com o ânion 
superóxido formando peroxinitrito, um potente oxidante. (BROWN, 
2010). Assim, a inibição de iNOS tem sido considerada uma importante 
estratégia neuroprotetora contra insultos isquêmicos (IADECOLA & 
ROSS, 1997; MORO et al., 2004). 
Neste estudo, também demonstramos a importância da ativação 
da via ERK1/2 na modulação da captação de glutamato promovida pela 
GUO. A PGO reduz a captação de glutamato em fatias de hipocampo de 
ratos e o tratamento com GUO reverte este efeito. A inibição da ERK 
1/2 previne o efeito da GUO sobre o transporte de glutamato. Este 
mesmo efeito apresentado pela GUO foi observado nas culturas de 
astrócitos corticais, onde a inibição da via da ERK1/2 também bloqueia 
o aumento da captação de glutamato promovida pela GUO. A 
participação da via de sinalização ERK1/2 na modulação dos 
transportadores de glutamato astrocitários já foi demonstrada em estudos 
anteriores (GEGELASHVILI et al., 2000; ZELENAIA et al., 2000) e a 
ativação de ERK1/2 está relacionada com aumento da atividade dos 
transportadores astrocitários de glutamato (LEE et al., 2009). Então, 
possivelmente o tratamento com GUO leva à ativação de ERK1/2 em 
células astrocitárias, o que resulta em aumento da atividade dos 
transportadores de glutamato astrocitários, que são os mais efetivos na 
retirada do glutamato extracelular (NIEOULLON et al., 2006), e dessa 
forma, finaliza a cascata de morte excitotóxica decorrente do dano 
isquêmico. 
 Ainda em relação às vias de sinalização envolvidas na 
modulação do transporte de glutamato, poderíamos sugerir que, a 
participação da via de PI3K/AKT pela GUO aumentando a atividade dos 
transportadores de glutamato, demonstrada previamente por nosso grupo 
(DAL-CIM et al., 2011), possa estar acontecendo em células neuronais 
uma vez que a inibição dessa via não compromete os efeitos 
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estimulatórios da GUO sobre o transporte de glutamato em cultura de 
astrócitos corticais. Além disso, em estudo realizado por SIMS e 
colaboradores (2000), foi demonstrado que a inibição da via PI3K 
bloqueia os efeitos do fator de crescimento derivado de plaquetas 
(PDGF) em aumentar a atividade e disponibilidade do transportador 
neuronal de glutamato EAAC1 na membrana celular. 
 Além de estimular a captação de glutamato, a GUO é capaz de 
diminuir a liberação de glutamato em fatias de hipocampo submetidas a 
danos excitotóxicos como foi demonstrado aqui e em estudos prévios 
(MOLZ et al., 2011). A diminuição da liberação de glutamato 
promovida pela GUO parece ocorrer devido a sua capacidade de 
neutralizar o transporte reverso de glutamato. Estes efeitos da GUO 
sobre os transportadores de glutamato são de extrema importância, uma 
vez que alteração no transporte de glutamato seja por uma diminuição 
da atividade desses transportadores ou por uma ação reversa dos 
mesmos é associada com doenças neurodegenerativas crônicas como 
Alzheimer, Parkinson e em eventos crônicos como o trauma crânio-
encefálico e acidente vascular cerebral (SHELDON & ROBINSON, 
2007). 
 Os resultados apresentados no presente estudo demonstram um 
importante papel da GUO sobre as células astrocitárias. Cultura de 
astrócitos submetidos à PGO apresentaram diminuição da viabilidade 
celular, aumento de EROs e diminuição da captação de glutamato e 
todos esses parâmetros foram melhorados com o tratamento com GUO. 
Adicionalmente, demonstramos pela primeira vez que a GUO aumenta a 
atividade da glutamina sintetase (GS) em fatias de hipocampo de ratos 
submetidas ao dano isquêmico. A atividade da GS constitui um 
mecanismo endógeno de proteção contra a neurotoxicidade do 
glutamato por catalisar a conversão de um aminoácido tóxico 
(glutamato) para um amino ácido não tóxico (glutamina), assim a 
manutenção da atividade da GS pode ser uma interessante estratégia 
neuroprotetora (HOSHI et al., 2006; STELMASHOOK et al., 2007; 
ZHANG et al., 2011). Além disso, visto a capacidade da GUO em 
promover aumento da captação de glutamato e a manutenção atividade 
da GS, podemos sugerir que a GUO pode afetar diretamente o 
“turnover” de glutamato durante eventos excitotóxicos. Reforçando essa 
idéia, nosso grupo demonstrou que os derivados da guanina, incluindo a 
GUO, diminuem a captação de glutamato em vesículas sinápticas 
(TASCA et al., 2004), reduzindo assim a quantidade de glutamato que 
pode vir a ser liberado após uma despolarização. Estes dados 
demonstram que a GUO pode interferir nas etapas de transporte e 
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metabolização do neurotransmissor glutamato, reforçando seu 
importante papel sobre a modulação do sistema glutamatérgico. 
Considerando que a GUO promoveu proteção contra o dano 
oxidativo e comprometimento do potencial de membrana mitocondrial 
durante a PGO, nós objetivamos avaliar o papel da GUO 
especificamente sobre a atividade dos complexos mitocondriais. Nossos 
resultados demonstraram que o tratamento das fatias hipocampais com 
GUO não foi capaz de conter a diminuição da atividade do complexo II 
da cadeia respiratória induzida pela PGO. Adicionalmente, dados 
preliminares indicam que o dano induzido pela PGO causa uma queda 
na respiração celular e o tratamento com GUO não foi capaz de reverter 
esse efeito. Considerando que, i) o tratamento com a GUO durante a 
isquemia é capaz de melhorar eventos celulares que dependem da 
manutenção do estado energético, como a captação de glutamato ou a 
atividade da enzima GS (capítulos 2,3 e 4); ii) a GUO não apresenta 
efeito sobre manutenção da atividade dos complexos da cadeia 
respiratória; iii)a GUO não previne a inibição da fosforilação oxidativa, 
podemos inferir que a GUO estimularia a glicólise anaeróbica com 
produção final  de lactato, com o intuito de manter a funcionalidade 
celular. O lactato é o subproduto metabólico da glicólise, um processo 
que, apesar de ser menos eficiente do que a oxidação completa da 
glicose ao dióxido de carbono e água ocorre em todo o cérebro. É 
proposto na literatura que o lactato sintetizado nas células astrocitárias é 
repassado para os neurônios onde é utilizado como substrato metabólico 
(PELLERIN et al., 2007). Então, o tratamento com GUO poderia estar 
contribuindo para manutenção da síntese de lactato astrocitário que seria 
utilizado para manter a atividade neural durante eventos de baixa 
disponibilidade energética como ocorre durante a isquemia cerebral. 
Finalmente, os dados apresentados nesta tese de doutorado 
demonstraram que a GUO é neuroprotetora contra o dano oxidativo e 
isquêmico em células neurais. O estudo do mecanismo neuroprotetor da 
GUO demonstrou que os efeitos desencadeados por esse nucleosídeo 
envolvem a modulação de receptores purinérgicos (A1R e A2AR), do 
canal de potássio BK e a ativação das vias de sinalização PI3K/AKT e 
ERK1/2. Através de sua ação protetora, GUO diminui a produção de 
EROs e contem eventos inflamatórios. Além disso, a GUO exerce 
efeitos sobre os transportadores de glutamato estimulando a sua 
atividade, bem como reduzindo sua ação reversa, o que poderia 
contribuir para a retirada do excesso de glutamato extracelular durante a 
isquemia (Fig. 2). Considerando que avaliamos diferentes eventos que 
estão envolvidos com a patogênese de doenças neurodegenerativas 
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agudas e crônicas e o tratamento com GUO foi efetivo em conter as 
respostas celulares desencadeadas por esses eventos, o nucleosídeo 
GUO apresenta potencial utilização como uma estratégia farmacológica 
frente à neurodegeneração. 
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Figura 1. Resumo dos mecanismos neuroprotetores da 
GUO em células neurais e as possíveis vias de sinalização e sítios de 
interações envolvidos. 
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CONCLUSÕES 
 A GUO é neuroprotetora contra o dano isquêmico e o dano 
oxidativo mitocondrial em células neurais. 
   A neuroproteção promovida pela GUO em células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y submetidas ao dano 
oxidativo decorrente da inibição da atividade mitocondrial 
envolve a ativação da via PI3K/AKT inibição da GSK-3 e 
indução da enzima antioxidante heme oxigenase-1. 
   A GUO protege fatias de hipocampo de ratos da privação de 
glicose e oxigênio (PGO) através da diminuição da produção 
de EROs, limitação do evento inflamatório e estimulação da 
captação de glutamato, eventos mediados pela ativação de 
receptores A1R e pela via MAPK-ERK. 
   O efeito da GUO sobre a atividade dos transportadores de 
glutamato nas fatias de hipocampo depende da inibição do 
receptor A2A.  
   O tratamento com GUO diminui a liberação de glutamato 
através da modulação da atividade reversa dos 
transportadores de glutamato. 
   A GUO mantém a atividade da enzima glutamina sintetase 
após o evento isquêmico. 
   O tratamento com GUO protege culturas da astrócitos contra 
o aumento da produção de EROs e diminuição da captação de 
glutamato induzido pela PGO. 
   Os efeitos da GUO sobre as células astrocitárias são mediados 
pelas vias de sinalização PI3K e MAPK-ERK. 
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